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Resumen

Barahona Pereira, Daniela.

Evaluacion de la sobrevivencia de probidticos, adicion de inulina y estabilidad de
betalainas para el potencial desarrollo de una bebida probidtica de pitahaya

Tesis de Licenciatura en Ingenieria de Alimentos. San José, Costa Rica.
D. Barahona P., 2022. 58 p: 6 il. 109 refs.

Esta investigacion tuvo como objetivo evaluar la sobrevivencia de dos microorganismos
probioticos, el efecto de la adicion de inulina y la estabilidad de las betalainas en jugo de
pitahaya para valorar el uso potencial de esta materia prima en la elaboracion de una bebida
probidtica.

Se eligieron dos microorganismos probioticos: Lactobacillus rhamnosus LGG® y
Lactobacillus paracasei 431, cuyos beneficios en la salud y propiedades funcionales estan
cientificamente comprobados. Cado uno se inoculé en 11 UFC/mL a 200 mL de jugo de
pitahaya comercialmente esteril. Se seccionaron muestras individuales de 15 mL en tubos de
ensayo para realizar muestreos a través del tiempo, los tubos fueron almacenados a 5 °C.
Durante cada punto de muestreo se determind la concentracion del probiético por medio de
montaje en Petrifilm y se realizo6 hasta el dia en el que la concentracion fuera de 9 logaritmos
(UFC/mL). En el caso de Lactobacillus paracasei 431, la concentracion fue de 9 logaritmos
(UFC/mL) a los 0,37 dias mientras que para L. rhamnosus LGG® a los 7,95 dias, con un
intervalo de confianza de 95%. Ademas, se determind el contenido de betalainas totales por
medio de espectrofotometria y betalainas especificas por cromatografia liquida de alta
eficiencia (HPLC) para determinar si existia una degradacion de las mismas. Por otro lado,
con una probabilidad (P > 0,05) no se observaron diferencias significativas en el contenido de
betalainas totales y especificas a lo largo del tiempo para ambos probioticos.

Posteriormente, se eligid el probiotico que sobrevivid por mas dias, L. rhamnosus LGG®,
y se repitid el procedimiento anterior, esta vez con una muestra control de jugo con probidtico
y otra muestra con la adicion de 6,25 mg/mL de inulina como prebiético para determinar si
proporcionaba un efecto positivo en la poblacion del probiotico a lo largo del tiempo. Se

determind el contenido de betalainas totales y especificas y se realizaron mediciones de pH,
iX



solidos solubles y color en los dias 0, 7, 14 y 23 con una temperatura de almacenamiento de
la bebida de 5 °C.

Al adicionar inulina al jugo de pitahaya inoculado con L. rhamnosus LGG® no se
experiment6 un aumento o disminucion significativa en la poblacion de L. rhamnosus LGG®
durante su almacenamiento, lo anterior con una probabilidad de (P > 0,05). Asi mismo, no se
identificaron diferencias significativas en cuanto a sus caracteristicas fisicoquimicas de pH,
solidos solubles, color y contenido de betalainas totales y especificas con respecto a la muestra
control (P > 0,05).

Dado los resultados anteriores, se demuestra que L. rhamnosus LGG® puede sobrevivir a
las condiciones de un jugo de pitahaya sin alterar sus propiedades fisicoquimicas como pH,
solidos solubles, color, asi como, sin disminuir el contenido de betalainas totales. Por lo que
se considera un microorganismo 6ptimo para el potencial desarrollo de una bebida de pitahaya
probidtica.

PITAHAYA, PROBIOTICOS, BEBIDA FUNCIONAL, BETALAINAS, INULINA



1. Justificacion

La pitahaya es un cactus perteneciente al género Hylocereus y a la familia Cactaceae.
(Ramirez, 2009). En Costa Rica se encuentran especies como H. costaricensis H. stenoptrus y H.
monocanthus, entre otras. Su cultivo se realiza principalmente en zonas con un clima seco como
en Guanacaste, Puntarenas y algunas zonas de Alajuela como Atenas (Garbanzo-Ledn et al., 2019).
En el 2018, el pais contaba con 71 productores de pitahaya en las regiones Chorotega, Pacifico
Central, Central y del Caribe (Municipalidad de Abangares, 2019). A pesar de que el fruto de la
pitahaya no se encuentra dentro de las principales exportaciones de productos frescos, existe una
iniciativa de expansion nacional e internacional para productos que poseen potencial de
comercializacion, entre ellos, la pitahaya (Ulloa, 2017). Costa Rica ha implementado acciones de
mejora a nivel agroalimentario para abrirse campo en el mercado internacional; en donde, la
pitahaya, se posiciona fuertemente en lugares como Europa y Estados Unidos (Otérola, 2020). La
popularidad de esta fruta recae en las propiedades funcionales que se le atribuyen, al presentar
compuestos bioactivos antioxidantes como las betalainas (Verona-Ruiz et al., 2020).

Un alimento con propiedades funcionales es aquel que presenta en su composicién y/o
formulacién compuestos bioactivos con el fin de brindar o potenciar beneficios para la salud
humana (Pravst, 2012). En un mercado donde el consumidor se preocupa cada vez mas por tener
una mejor calidad de vida, los alimentos funcionales se han posicionado e innovado en el
transcurso del tiempo (Vodnar et al., 2019a). Dentro de las matrices mas utilizadas para la creacion
de alimentos funcionales se encuentran las bebidas, ya que representan un excelente medio para la

incorporacion de compuestos bioactivos (Perricone et al., 2015).

En el grupo de bebidas funcionales se encuentran las bebidas lacteas a las que se les
adiciona probidticos como elemento funcional (Vicentini et al., 2016). Los probidticos se
consideran elementos funcionales ya que su presencia disminuye la posibilidad de presentar
problemas gastrointestinales como estrefiimiento, el sindrome del intestino inflamado, entre otros
(Olivares et al., 2019). Ademas, tienen la capacidad de actuar como barrera ante microorganismos
patdgenos que se puedan presentar en el tracto gastrointestinal (Sanchez et al., 2011). Cabe

destacar que, para poder obtener los beneficios proporcionados por los probioticos en yogurt la
poblacion de bacterias acido lacticas (BAL) debe ser de minimo 10° UFC/mL (RTCR, 2008) y en

alimentos con probidticos de 10° UFC/mL (CODEX, 2018).
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Debido a lo anterior, resulta de importancia evaluar la poblacion de los microorganismos
en la matriz durante el almacenamiento de los alimentos con probidticos.

Los principales microorganismos utilizados como probidticos son del género Lactobacillus,
Streptococcus y bifidobacterias. Estos microorganismos presentan diversos beneficios para la
salud, por ejemplo, se le atribuye un efecto preventivo ante enfermedades antiinflamatorias y
gastrointestinales (Vizcaino et al., 2016). El éxito de la incorporacion de estos microorganismos
en bebidas de frutas depende de factores como la especie y cepa de la bacteria utilizada, el pH del
producto final y las condiciones de almacenamiento (Rondon, 2015). En cuanto al pH, el género
Lactobacillus tiene un rango de resistencia que va desde valores entre 3,7 a 4,3; mientras que, las
bifidobacterias ya presentan problemas ante el acido con valores de pH de 4,6 o inferiores (Wen
Fang, 2016). Por otro lado, se han encontrado especies de Streptococcus utilizadas como
probiodticos como Streptococcus thermophilus que no sobreviven a pH inferior a 4,5 (Hernandez-
Garcia, 2019).

Como se menciono anteriormente, el uso de probioticos se ha relacionado con productos
lacteos; sin embargo, en los ultimos afios ha incrementado la poblacion que sigue una dieta vegana
0 gque no pueden consumir productos lacteos por intolerancia o alergias a compuestos de la leche
(Vodnar et al., 2019a). Dado lo anterior, ha aumento el interés en innovar con el desarrollo de
productos no lacteos que posean probioticos, donde los jugos de frutas se consideran una matriz
favorable debido a que no contienen otro cultivo iniciador que represente una competencia de
recursos para los microorganismos probioticos (Olivares et al., 2019). Ademas, la presencia de
nutrientes como azucares, vitaminas y minerales caracteristicos de los jugos de frutas, generan una
ventaja en la sobrevivencia de los microorganismos (Wen Fang, 2016). Sin embargo, uno de los
retos principales recae en la estabilidad de los microorganismos a valores de pH bajos
caracteristicos de los jugos (Perricone et al., 2015).

La estabilizacion de una bebida de baja acidez en refrigeracion puede ser compleja dado
los microorganismos patdgenos de referencia vinculados que se deben considerar al disefiar el
tratamiento térmico de la matriz; especificamente Clostridium botulinum (FDA, 2007). Es por esta
razon, que explorar la posibilidad de que microorganismos probidticos comerciales puedan
desarrollarse en el jugo de pitahaya con un pH por debajo de 4,6 es de particular interes;
considerando las ventajas que esta caracteristica fisicoquimica otorgaria al disefar las condiciones

de un tratamiento térmico mas moderado para estabilizar microbioldgicamente la bebida.
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El color caracteristico que presenta la pitahaya es otorgado por pigmentos denominados
betalainas (Padilla, 2012; Rojas De Miguel, 2012). Las betalainas se derivan del acido betaldamico
sintetizado a partir de tirosina, con la caracteristica de ser solubles en agua. A nivel funcional se
relaciona el efecto de las betalainas con la inhibicion de oxidacién y peroxidacion lipidica,
prevencion de enfermedades cardiovasculares, disminucién de enfermedades metabdlicas, efectos

antinflamatorios y principalmente propiedades antioxidantes (Song et al., 2015).

Las betalainas se ven afectadas por factores como pH, temperatura, actividad de agua, luz
y concentracion de oxigeno (Vergara Hinostroza, 2013). En el caso del pH, las betalainas son unos
delos colorantes naturales mas estables, ya que el color se mantiene estable en un pH entre 3-7.
Por otro lado, el calor provoca una degradacion del pigmento rojo, por lo cual, para mejorar su
estabilidad, se recomienda el almacenamiento a bajas temperaturas (Padilla, 2012). La importancia
de laestabilidad de las betalainas no solo recae en las propiedades funcionales, ya que a nivel visual
el color juega un rol importante en la decision del consumidor al comprar un producto. Las nuevas
tendencias indican la preferencia de colorantes naturales sobre los sintéticos (Verona-Ruiz et al.,
2020).

Dentro de las betalainas presentes en la pitahaya se encuentran en su mayoria las
betacianinas que se reflejan en las tonalidades rojo-violeta, mientras que, las betaxantinas se
reflejan en las tonalidades amarillo-naranja; sin embargo, estas ultimas se encuentran en menores
cantidades (Esquivel & Araya, 2012). La cantidad presente de betalainas depende de los genotipos,
por ejemplo, para la pitahaya roja Hylocereus spp. en Costa Rica se ha encontrado genotipos con
un contenido de 474 mg/mL hasta rangos que rondan los 700 mg/mL (Esquivel & Araya, 2012).
Por otro lado, para Hylocereus spp., las principales betalainas presentes son betanina, filocactina,
hilocerenina y sus respectivos isbmeros (Stintzing et al., 2002).

Ademas, la pitahaya presenta oligosacéaridos como fuente de carbohidratos, los cuales
funcionan como prebidticos naturales. Lo anterior es un punto clave, ya que los probidticos
adicionados pueden alimentarse de estos prebidticos generando un crecimiento y aumento de la
actividad de las BAL (Verona-Ruiz et al., 2020).

La importancia de realizar este estudio en una matriz como la pitahaya recae
principalmente en las caracteristicas mencionadas anteriormente, el contenido de oligosacaridos

que funcionan como prebidticos naturales y su contenido de compuestos bioactivos como las
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betalainas. Lo anterior le brinda la posibilidad de actuar como matriz de un alimento funcional; sin
embargo, para conocer su potencial como bebida probidtica no lactea se debe evaluar la
sobrevivencia de cepas comerciales de probioticos con propiedades funcionales cientificamente
confirmadas. Asi mismo, es de interés evaluar si la adicion de cepas comerciales probioticas puede
comprometer negativamente la estabilidad de las betalainas. Cabe destacar que en este estudio solo
se evaluaron los parametros antes mencionados; se recomienda que, a partir de esto, se pueden
desarrollar méas investigaciones para determinar si la pitahaya es una matriz idonea para la

elaboracién de una bebida de probidticos no lactea de interés comercial.

2. Marco teorico
2.1 Probidticos

2.1.1 Definicion

La Organizacion Mundial de la Salud define a los probidticos como “microorganismos
vivos que, cuando se administran en cantidades adecuadas, confieren un beneficio para las salud
del hospedero” (FAO/WHO, 2006).

2.1.2 Criterios de seleccion

Los grupos de microorganismos mas utilizados como probidticos son las bacterias acido
lacticas, especificamente Lactobacillus spp y bifidobacterias como Bifidobacterium spp. Las
anteriores se consideran como “Generally Recognized As Safe” (GRAS) (Min et al., 2019;
Montero-Zamora et al., 2020).

Dentro de los criterios a tomar en cuenta para la seleccién de probidticos se encuentran:
inocuidad, aspectos fisiologicos, funcionales y tecnoldgicos. Se debe asegurar que el probidtico no
vaya a ser dafiino para la salud del consumidor por medio de la realizacion de pruebas in vitroe in
vivo. Ademas, al ser utilizados en productos alimenticios, se debe realizar una caracterizacién
tecnolégica por medio de la cual se definan las condiciones de estabilidad en etapas de

procesamiento y almacenamiento (Castillo-Escandon et al., 2019).

Para que puedan tener un efecto positivo en el ser humano, deben ser capaces de, primero,
sobrevivir el tracto gastrointestinal, enzimas, jugo gastrico, jugo pancreatico y sales biliares, para
luego, ser capaz de colonizar y adherirse al epitelio del tracto gastrointestinal (Markowiak &
Slizewska, 2017).
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2.1.3 Fuentes de probidticos

Los vehiculos para el consumo de probidticos se pueden dividir en dos: suplementos
(capsulas, pastillas o polvos) y alimentos. En el grupo de alimentos, a lo largo de la historia han
sobresalido aquellos de origen lacteo, principalmente leches fermentadas y yogurt (Castillo-
Escandon et al., 2019). La cantidad de consumo recomendada es de 100 g de alimento con

probi6ticos a una concentracion de 108-10° células viables (ISAPP, 2020)

2.1.4 Beneficios para la salud

La microbiota intestinal esta relacionada directamente con la relacion del hospedero. Diversos
factores pueden facilitar un desequilibrio en la microbiota, desde factores ambientales, genéticos,
aquellos relacionados al estilo de vida como dieta, consumo de alcohol o tabaco, actividad fisica,
uso de antibidticos o farmacos e inclusive si la persona tuvo un nacimiento natural o por cesérea
(James & Wang, 2019).

Dentro de los beneficios que los probidticos brindan al hospedero se encuentra mejorar la
microbiota intestinal. Ademas, ayudan en la prevencion de alergias e intolerancia a la lactosa,
manejo de la infeccion por Helicobacter pylori, disminucién y manejo de la diarrea, proveen un
efecto anticancerigeno, ayudan a la prevencion en enfermedades inflamatorias intestinales, entre
otros (Bernal et al., 2017; Min et al., 2019; Porto et al., 2018). Al consumir probi6ticos se genera
una resistencia al crecimiento de microorganismos como Salmonella y Escherichia coli que
podrian ser perjudiciales en la salud del hospedero (Sangkuanun et al., 2020). Dentro del tracto
intestinal, los probidticos son capaces de sintetizar compuestos para el hospedero como vitaminas

del grupo B, vitamina K entre otros (Rowland et al., 2018).

Los beneficios para la salud que pueden brindar los probioticos dependen tanto de la cepa como
de la especie. Se debe tomar en cuenta la realizacion de pruebas en la matriz, tomando en cuenta
factores como empaque y condiciones de almacenamiento (Castillo-Escandén et al., 2019). Es por
esto que si se desea obtener un beneficio en especifico es necesario la realizacion de estudios in
vitro e in vivo, o bien, adquirir probioticos de los cuales sus beneficios estén cientificamente
comprobados (Bagon et al., 2018; Siow & Wong, 2017).

Uno de los probidticos més estudiados es Lactobacillus rhamnosus. Dentro de sus beneficios
se encuentra la mejora de la defensa inmunoldgica contra patogenos en el tracto respiratorio

superior, asi como prevenir la diarrea asociada al consumo de antibi6ticos, especificamente los
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utilizados para combatir Helicobacter pylori. Inclusive se han realizado investigaciones en
poblaciones especificas como es el caso de los nifios, donde se ha encontrado que es seguro

administrarlo y que ayuda a combatir gastroenteritis agudas (Szajewska & Hojsak, 2020).

El probiotico Lactobacillus paracasei ha demostrado por su parte un aumento en la respuesta
del sistema inmune contra enfermedades como la influencia tipo A (Trachootham et al., 2017).
Ademas, un estudio realizado a varones saludables con edades entre 18 a 60 afios y que padecian
caspa de moderada a grave identificé que el consumo de este probidtico redujo significativamente
la gravedad de los sintomas debido al impacto positivo en el sistema inmunologico de la piel

(Reygagne et al., 2017).

2.1.5 Prebidticos

Los prebioticos son componentes alimenticios no digeribles que estimulan el crecimiento de
los microorganismos benéficos en el intestino del hospedero, de esta forma, actian en simbiosis
con los probidticos (Aspri et al., 2020). En su mayoria son carbohidratos no digeribles como fibras,
oligosacéridos, fructanos y galactanos (James & Wang, 2019; Manihuruk et al., 2017).

El mecanismo de accion de la simbiosis probidticos-prebidticos se basa en que los probidticos
si pueden digerir los prebidticos y los fermentan, como resultado, se producen &cidos grasos de
cadena corta los cuales estimulan la respuesta inmune del hospedero contra infecciones virales
(Bernal etal., 2017; Sangkuanun et al., 2020). La principal ventaja de los productos conprobioticos
que tienen o se le adicionan prebioticos es que estos Gltimos juegan un papelimportante en la
viabilidad y sobrevivencia de los probi6ticos, no solo durante el paso al tracto gastrointestinal, si

no también, durante el almacenamiento de los productos (McFarland & Goh, 2019).

2.2 Tendencias de consumo de bebidas no lacteas

Debido a factores como el alto nivel de colesterol de los productos lacteos y a las alergias
asociadas a sus proteinas, la industria ha incrementado el desarrollo de productos no lacteos que
ademas presenten algun beneficio adicional a la salud al consumirlo, este es el caso de las bebidas
con probidticos a partir de frutas y vegetales (jugos fermentados o sin fermentar e impregnados)
(James & Wang, 2019). Para el afio 2018, se estim6 un aumento del 15% en el consumo de bebidas
a base de plantas. Ademas, se espera que para los proximos 6 afios, el mercado de las bebidas no

lacteas alcance el 5% del mercado de la leche y productos lacteos (Munekata et al., 2020).
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2.2.1 Alimentos funcionales: generalidades y mercado
El concepto de alimentos funcionales hace referencia a aquellos productos alimenticios
complementados con ingredientes que pueden mejorar la salud y el bienestar humano tales como

proteinas, fibras, vitaminas o probi6ticos (Min et al., 2019).

Los consumidores se preocupan cada vez més por los beneficios a la salud de los alimentos
que ingieren, es por esto que los productos con probioticos representan hasta un 70% del mercado
de alimentos funcionales (Aspri et al., 2020). Lo anterior se debe a que existen estudios cientificos
que comprueban los beneficios que brindan los probidticos a la microbiota intestinal protegiendo
al huésped de infecciones gastrointestinales, urinarias, sindrome del colon inflamado entre otros
(Olivares et al., 2019).

Para que los probioticos puedan ser funcionales en alimentos como bebidas y aportar los
beneficios antes mencionados deben llegar al final de la vida Gtil del producto que los contiene en
una concentracion minima de 10° UFC/mL (CODEX, 2018). Lo anterior conlleva cuidados
importantes en las etapas de procesamiento, almacenamiento, transporte y vida Util, ya que estas
etapas pueden afectar tanto la viabilidad como la sobrevivencia de probidticos (Aspri et al., 2020).
La temperatura de almacenamiento en refrigeracion (5 °C o menos) del producto final determina
un factor importante en la viabilidad de los probidticos y en la calidad fisica y sensorial del
producto (Bernal et al., 2017; Patel, 2017).

2.2.3 Probiodticos en productos lacteos vs productos no lacteos

Los jugos de frutas tienen una aceptacion grande en el mercado, desde nifios hasta adultos,
es por esto que representan una opcion valiosa en la adicion de probidticos (Kandylis et al., 2016).
Ademas, no solo aumentaria el consumo de frutas y vegetales en la poblacién lo cual tiene un
impacto nutricional significativo, sino que también su utilizacion ayudaria a disminuir el
desperdicio postcosecha de frutas y vegetales (Bernal et al., 2017). Otra de las ventajas es que los
mismos componentes de una matriz como frutas y vegetales pueden ayudar a la estabilidad de los
probidticos, este es el caso de los compuestos fendlicos actuando como un prebiético (de Oliveira
Ribeiro et al., 2020). Actualmente las principales formas de adicionar probioticos en jugo de frutas
son sin fermentar el jugo adicionando el probiotico directamente o fermentando el jugo con

probiédticos (Castillo-Escandon et al., 2019).
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Los productos lacteos han sido los principales alimentos a los cuales se le han adicionado
probidticos, debido a que su composicion brinda un medio éptimo para la viabilidad de los
probioticos, como es el caso de la lactoalbumina y la lactoglobulina que generan un efecto
protector ante medios acidos como los experimentados en los jugos gastricos (Montero-Zamora et
al., 2020; Vargas et al., 2015). Sin embargo, la poblacion ha experimentado un aumento en las
personas intolerantes a la lactosa, alérgicas a las proteinas de la leche y aquellas que prefieren
dietas veganas. Dado a lo anterior, la industria de alimentos ha tenido la tarea de innovar y ampliar

las matrices a las cuales incorporar los probidticos (Dias et al., 2018; Vodnar et al., 2019b).

2.2.4 Limitaciones de probidticos en matrices no lacteas

Las bacterias probidticas son susceptibles a factores como pH, concentracion de oxigeno,
de &cido acético y &cido lactico entre otros. El principal reto que se encuentra al adicionar
probidticos en bebidas de frutas es el pH. El rango de pH de la mayoria de los jugos de frutas se
encuentra entre 2,5 a 3,7; ejemplo, el jugo de toronja presenta un pH de 3,2; el jugo de naranja de
3,6-3,9; jugo de manzana 3,3 y el jugo de uva de 2,8 (Avalo et al., 2009; Olivares et al., 2019;
Patel, 2017).

Debido a esto se debe analizar la cepa y especie de bacteria a utilizar de acuerdo con la
matriz elegida. Para productos de origen hortofruticola se suelen utilizar cepas de Lactobacillus
las cuales contemplan especies como L. casei, L. acidophilus, L. plantarum y L. rhamnosus asi
como cepas de Bifidobacterium lactis (Bernal et al., 2017). De acuerdo con la literatura, la
resistencia al pH para el género Lactobacillus abarca valores entre 3,7 a 4,3; mientras que, la
resistencia de las bifidobacterias se encuentra en pH por encima de 4,6 (Porto et al., 2018; Tripathi
& Giri, 2014).

Otros factores a tomar en cuenta en las matrices para la adicion de probioticos es la
presencia de posibles componentes inhibitorios que afecten la viabilidad de los probiéticos, o, por
el contrario, los mismos componentes de una matriz de jugos de frutas y vegetales pueden ayudar
a la estabilidad de los probioticos, este es el caso de los compuestos fenolicos actuando como un
prebidtico (de Oliveira Ribeiro et al., 2020; Shori, 2016). Frutas como la pitahaya presentan en su
matriz oligosacaridos que podrian fortalecer el crecimiento de bacterias como Lactobacillus y
Bifidobacterias (Min et al., 2019).
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Las bebidas de frutas y vegetales con probioticos son un gran atractivo para aquellas
personas que desean consumir un alimento funcional que ademas sea fuente de vitaminas,
minerales, fibra dietética, antioxidantes y libre de alérgenos lacteos (Dias et al., 2018; Tayo &
Akpeji, 2016).

2.3 Pitahaya

2.3.1 Caracteristicas generales

La pitahaya (Hylocereus spp.) es originaria de América Latina e India occidental (Al-
Mekhlafi et al., 2021) y pertenece la familia Cactaceae, la cual contiene los géneros "Hylocereus”
y "Selenicereus”, siendo el primero el mas comun contando con 16 especies. El fruto es conocido
como Fruta del Dragdn y su produccién se da principalmente en zonas tropicales o subtropicales
(Verona-Ruiz et al., 2020). Su época de floracion abarca los meses de junio a setiembre (Garbanzo-
Ledn et al., 2019). Las condiciones dptimas para su desarrollo son una altitud entre 800-1850

msnm, temperaturas entre 18-25 °C y suelos con pH entre 5,5-6,5 (Huachi et al., 2015).

Las especies de pitahaya se diferencian por la coloracidn de su cascara y pulpa, siendo una
variacion con cascara roja (H. polyrhizus) y pulpa pdrpura mientras que otra presenta cascara
amarilla y pulpa blanca. El peso aproximado de cada fruto varia entre los 200-350 g y dentro de
su composicion se encuentra principalmente agua seguido por carbohidratos tal y como se presenta
en el cuadro | (Huachi et al., 2015).

Cuadro I. Composicién nutricional de 100 g de porcion comestible de pitahaya Hylocereus

Spp.

Componente Cantidad (g)? Componente Cantidad (mg)?2
Agua 87 Hierro 1,90
Proteina 11 Vitamina B1 0,04
Grasa 0,4 Vitamina B2 0,05
Fibra 3,0 Vitamina B3 0,16
Carbohidratos 11,0 Vitamina C 20,50
Calcio 8,50
Faosforo 22,50

4(Farid Hossain et al., 2021)
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2.3.2 Produccion y comercializacion de pitahaya en Costa Rica

La comercializacion se realiza desde la fruta entera en las ferias del agricultor, pulpa
congelada y como materia prima para diversos productos como refrescos, cervezas, mermeladas,
salsas entre otros (PATICA, 2021).

Tradicionalmente la pitahaya ha sido poco aprovechada en Costa Rica; sin embargo, su
auge ha aumentado debido a los compuestos funcionales que posee como lo son las betalainas
(Garbanzo-Ledn et al., 2019). Debido a las caracteristicas morfologicas y nutricionales se
considera rentable para la exportacion (Huachi et al., 2015) a paises como Estados Unidos y
Europa (PROCOMER, 2021).

2.3.3 Pitahaya como alimento funcional

La pitahaya es consumida por su alto contenido nutricional al aportar macronutrientes
como carbohidratos, proteinas, grasas y fibra, micronutrientes como vitamina C, calcio, potasio,
magnesio y compuestos bioactivos como &cidos fendlicos, flavonoides y fitoalbimina
(Mahayothee et al., 2019; Nerdy & Manurung, 2018).

Asimismo, se considerada un alimento funcional ya que su consumo se ha relacionado con
varios beneficios para la salud tales como un efecto antidiabético al ayudar a regenerar las células
beta pancreaticas (Poolsup et al., 2019). Estudios han evaluado el efecto del consumo de jugo de
pitahaya roja en mujeres embarazadas con anemia obteniendo resultados positivos en niveles de

hemoglobina y eritrocitos durante los primeros 7 dias de tratamiento (Widyaningsih et al., 2017).

Por otro lado, los oligosacaridos encontrados en la pitahaya varian dependiendo de la
especie, pueden corresponder entre el 8,60-50,01% de los carbohidratos. Estos oligosacaridos
poseen efecto prebidtico el cual es considerado como componente funcional en alimentos al
mejorar el sistema inmunoldgico (Pansai et al., 2020). Estudios en ratas han confirmado que el
efecto prebidtico promueve el crecimiento de bacterias beneficiosas en el tracto gastrointestinal
como lo son Lactobacillus y bifidobacterias y reducir aquellas perjudiciales como Enterococcus

en el colon (Sangkuanun et al., 2020)

Tambien, se destaca su valor antioxidante, anticancerigeno y hepatoprotector (Nerdy &
Manurung, 2018). El poder antioxidante en la pitahaya es de 160,84 mg de Trolox/100mL de jugo

y se le atribuye a compuestos como betalainas, fenolatos y acido galico; sin embargo, las mas
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eficientes son las betalainas (Hakim et al., 2018; Verona-Ruiz et al., 2020). El contenido de
compuestos fenolicos y flavonoides (antioxidantes) es mayor en la pitahaya de pulpa pdrpura que

la de pulpa blanca (Arivalagan et al., 2021).

2.4 Betalainas

2.4.1 Betalainas:

Los pigmentos son los responsables de atribuir el color caracteristico de plantas, frutas,
vegetales y cereales. Entre ellos estan la clorofila, carotenoides, flavonoides, antocianinas y
betalainas, siendo estas dos ultimas mutuamente excluyentes ya que nunca se encuentran juntas
(Miguel, 2018). Las betelainas son pigmentos de raices encontrados en la remolacha, amaranto,
espinaca malabar y pitahaya (Flores-Mancha et al., 2019). Son solubles en agua, son el resultado
de la sintesis de la tirosina y su estructura central es el acido betaldmico [acido 4- (2-oxoetilideno)
-1,2,3,4 tetrahidropiridin-2,6-dicarboxilico]. Se dividen en betacianinas y betaxantinas su

estructura se representa en la figura 1 (Mahayothee et al., 2019; Rodriguez et al., 2016).

Figura 1. Estructura del &cido betalamico (a), betaxantinas (b) y betacianinas (c) (Flores-
Mancha et al., 2019).

Las betalainas son principalmente usadas en la industria como pigmentos naturales debido
al aumento en las preferencias del consumidor por el uso de aditivos naturales a los sintéticos. En
la industria de alimentos se conoce como el colorante E162 y es usado en productos como

gelatinas, bebidas no alcohodlicas, productos lacteos, confites entre otros (Bassama et al., 2021).

La principal desventaja de las betalainas es su inestabilidad y por ende su degradacion (Liu
et al., 2019). Diversos factores afectan su estabilidad, el oxigeno, actividad de agua, calor, luz,
oxidacion, iones metalicos, nitrdgeno atmosférico, fermentacion, enzimas entre otros (Liu et al.,

2019). Se han encontrado mejores resultados cuando es utilizada en productos con valores de pH
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entre 4,0 y 6,0 y cuando estos productos presentan una vida Gtil corta y son almacenados a

temperaturas de 5 °C 0 menores (Khan, 2016).

2.4.2 Betacianinas

Las betacianinas se forman al darse la condensacion del acido betalamico con ciclo-
dihidroxifenilalanina o derivados glucosidicos con pigmentacion violeta (Liu et al., 2019). Existen
51 estructuras de betacianinas y se divide en grupos estructurales los cuales son: betanina,
amaranto y buganvilla (Choo, 2019; Slimen et al., 2017). Se encuentran mas presentes que las
betaxantinas (Choo, 2019). En el caso de la pitahaya, la estructura principal es la betanina. Pese a
que el rango de estabilidad de pH es amplio al ser de 3,0 a 7,0 su estabilidad se ve mejorada en pH
acido aproximadamente en valores de pH de 4,0 y 5,0 (Antigo et al., 2018; Flores-Mancha et al.,
2019; Liu et al., 2019).

2.4.3 Betaxantinas
Las betaxantinas se forman al condensar con aminoacidos o derivados, formando
pigmentos amarillos (Liu et al., 2019). Existen 23 estructuras y se dividen en grupos conjugado

derivado de aminoéacidos y grupos conjugados derivados de aminas (Choo, 2019).

2.4.4 Beneficios para la salud de las betalainas

Dentro de los principales beneficios se encuentran las caracteristicas antioxidantes,
antidiabéticas, antiinflamatorias y anticancerigenas (Flores-Mancha et al., 2019). La bio-
viabilidad antioxidante se considera igual de potente que la de los flavonoides (Choo, 2019). Un
factor importante que alberga la biodisponibilidad de las betalainas es que estas han sido

comprobadas al encontrarse presente en la orina humana luego de su consumo (Kaur et al., 2018).

En un estudio realizado con ratones se comprobo el efecto positivo de las betalainas
presentes en la pitahaya. Los ratones presentaron una mejora en el perfil lipidico, asi como un
efecto antidiabético (Verona-Ruiz et al., 2020). También se ha encontrado un beneficio en la
disminucion del riesgo cardiovascular al reducir el dafio oxidativo y la hemdlisis de los glébulos
rojos (Kaur et al., 2018). Aunado a lo anterior, la disminucion del riesgo cardiovascular esta
asociado al peso corporal, glucosa en sangre, triglicéridos y colesterol (Cheok et al., 2020). Se han
realizado experimentos que demuestran la inhibicion significativa de un 40-60% del ciclo de
crecimiento de células cancerosas en zonas como en cuello uterino y el epitelio cervical (Castro-
Enriquez et al., 2019).
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2.4.5 Meétodos de identificacion

Por medio de la cromatografia liquida de alta eficiencia (HPLC, por sus siglas en inglés)
es posible cuantificar las betalainas especificas en una muestra que las contenga. Su funcionamiento
sebasa en la capacidad de separacién y analisis de los componentes de la muestra de acuerdo a su
afinidad por polaridad con la fase estacionaria del equipo (Suarez Ospina & Morales Hernandez,
2018).

Se puede cuantificar la cantidad de betacianinas y betaxantinas totales presentes en una
muestra por medios espectrofotométricos. En el caso de las betacianinas su valor maximo de
absorcién es de540 nm, mientras que, la estructura del compuesto amino en las betaxantinas es la
encargada de dictar la absorcion maxima de las betaxantinas la cual se encuentra entre 460 a 480nm
(Slimen etal., 2017).

3. Objetivos
3.1 Objetivo general

Evaluar la sobrevivencia de dos microorganismos probioticos, el efecto de la adicién de inulina
y la estabilidad de las betalainas en jugo de pitahaya para valorar el uso potencial de esta materia

prima en la elaboracion de una bebida probidtica.

3.2 Objetivos especificos

3.2.1 Evaluar la sobrevivencia de dos microorganismos probidticos seleccionados en un jugo de
pitahaya a través del tiempo de almacenamiento.

3.2.2 Evaluar el efecto de la adicion de inulina en la sobrevivencia del microorganismo
probidtico de mejor adaptacién en jugo de pitahaya a través del tiempo.

3.2.3 Cuantificar el contenido de betalainas en un jugo de pitahaya inoculado con probi6ticos
comerciales durante su almacenamiento en refrigeracion para determinar la estabilidad de

estos compuestos bioactivos.

4. Materiales y métodos

4.1 Localizacion del trabajo
El proyecto se llevd a cabo en el laboratorio de quimica la Escuela de Tecnologia de

Alimentos y el de microbiologia del Centro Nacional de Ciencia y Tecnologia de Alimentos
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(CITA), ambos en las instalaciones de la Universidad de Costa Rica, sede Rodrigo Facio, San Pedro,

Montes de Oca.

4.2 Elaboracion del jugo de pitahaya

Se utilizdé pulpa de pitahaya congelada, la cual fue cultivada y procesada en un estado de
madurez completa en Bagaces, Guanacaste. La pulpa se descongel6 y se filtrd con una manta para
retirar el mucilago y obtener solo el jugo liquido para los posteriores anlisis. No se le adicion6
ningun otro ingrediente a la bebida.

Para garantizar la ausencia de microbiota competitiva que pueda comprometer el
comportamiento de los probiéticos a inocular durante el almacenamiento de la bebida, se realizo
una esterilizacién de la bebida a 93,3 °C por 0,1 minutos realizando de forma inmediata un Illenado
en caliente a esa misma temperatura, tapando e invirtiendo las botellas por al menos 3 minutos. Se
utilizaron botellas de vidrio trasparente con tapa de rosca y las mismas fueron llenadas con 200
mL de bebida dejando un espacio de cuello de botella de aproximadamente 5 mL. Luego de la
esterilizacion el jugo fue almacenado a 5 °C hasta su inoculacién y posteriormente a esta misma

temperatura durante el tiempo del analisis (Pflug, 2003).

4.3 Preparacion de probioticos e inoculacion

Se utilizaron dos cepas de probidticos disponibles comercialmente; cuyos beneficios a la
salud humana ya se encuentran debidamente estudiados y confirmados, la primera cepa
corresponde a Lactobacillus rhamnosus (LGG®) y la segunda a Lactobacillus paracasei (L. casei
431®). Ambas se inocularon de acuerdo con la recomendacion del proveedor. La concentracion
inicial en el jugo de pitahaya para el caso del estudio de sobrevivencia fue de una poblacion de
alrededor de 11 UFC/mL.

Para la preparacion de las muestras se inocularon 200 mL de jugo comercialmente estéril
con cada probi6tico; en condiciones asépticas, se pipetearon muestras independientes de 15 mL de
jugo de pitahaya previamente esterilizado e inoculado, y se vertieron en tubos de ensayo estériles;
considerando un tubo para cada punto de muestreo, de tal forma que la reduccién del volumen por
toma de muestra no representara una posible fuente de error en el experimento y que no existiera

la posibilidad de contaminacion de todas las muestras durante la toma de muestra.
4.4 Metodos de analisis

4.4.1 Recuento de microorganismos probidticos

Para el recuento de BAL y de acuerdo a Wen Fang (2016); se tomd 1 mL de cada jugo y se adicion6
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(CITA), ambos en las instalaciones de la Universidad de Costa Rica, sede Rodrigo Facio, San Pedro,

Montes de Oca.

4.2 Elaboracion del jugo de pitahaya

Se utilizdé pulpa de pitahaya congelada, la cual fue cultivada y procesada en un estado de
madurez completa en Bagaces, Guanacaste. La pulpa se descongel6 y se filtrd con una manta para
retirar el mucilago y obtener solo el jugo liquido para los posteriores anlisis. No se le adicion6
ningun otro ingrediente a la bebida.

Para garantizar la ausencia de microbiota competitiva que pueda comprometer el
comportamiento de los probiéticos a inocular durante el almacenamiento de la bebida, se realizo
una esterilizacién de la bebida a 93,3 °C por 0,1 minutos realizando de forma inmediata un Illenado
en caliente a esa misma temperatura, tapando e invirtiendo las botellas por al menos 3 minutos. Se
utilizaron botellas de vidrio trasparente con tapa de rosca y las mismas fueron llenadas con 200
mL de bebida dejando un espacio de cuello de botella de aproximadamente 5 mL. Luego de la
esterilizacion el jugo fue almacenado a 5 °C hasta su inoculacién y posteriormente a esta misma

temperatura durante el tiempo del analisis (Pflug, 2003).

4.3 Preparacion de probioticos e inoculacion

Se utilizaron dos cepas de probidticos disponibles comercialmente; cuyos beneficios a la
salud humana ya se encuentran debidamente estudiados y confirmados, la primera cepa
corresponde a Lactobacillus rhamnosus (LGG®) y la segunda a Lactobacillus paracasei (L. casei
431®). Ambas se inocularon de acuerdo con la recomendacion del proveedor. La concentracion
inicial en el jugo de pitahaya para el caso del estudio de sobrevivencia fue de una poblacion de
alrededor de 11 UFC/mL.

Para la preparacion de las muestras se inocularon 200 mL de jugo comercialmente estéril
con cada probi6tico; en condiciones asépticas, se pipetearon muestras independientes de 15 mL de
jugo de pitahaya previamente esterilizado e inoculado, y se vertieron en tubos de ensayo estériles;
considerando un tubo para cada punto de muestreo, de tal forma que la reduccién del volumen por
toma de muestra no representara una posible fuente de error en el experimento y que no existiera

la posibilidad de contaminacion de todas las muestras durante la toma de muestra.
4.4 Metodos de analisis

4.4.1 Recuento de microorganismos probidticos

Para el recuento de BAL y de acuerdo a Wen Fang (2016); se tomd 1 mL de cada jugo y se adicion6
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a 9 mL de agua peptonada estéril al 1 %, realizando diluciones seriadas hasta 10'10. Se pipetearon
1 mL de la dilucion en tubo de ensayo para inocular por duplicado en placas 3M™ Petrifilm. La
incubacién de las placas se realiz6 a 37+1 °C por 48 £3 h (Wen Fang, 2016).

4.4.2 Determinacion de la concentracion de betalainas

4.4.2.1 Identificacion y cuantificacion de betalainas especificas mediante cromatografia liquidade
alta presion (HPLC)

La cuantificacion de la concentracion de betalainas en pitahaya se realizé por HPLC, de
acuerdo con lo establecido por Esquivel et al. 2007 luego de tomar muestras directas del jugo, las
muestras fueron filtradas con un filtro de 0,2 um. El equipo de marca Ultimate 3000 cuenta con
una columna analitica de fase reversa (C18, 4,6 X 150 mm, tamafio de particula de 5 um, Acclaim
120, Thermo Scientific, USA). Para la fase mavil A se utilizo &cido férmico en agua al 0,2 % (v/v)
mientras que para la fase movil B MeCN:H,0 (80:20, v/v). La determinacion se llevé a cabo a 536
nm donde se calcularon las areas relativas del cromatograma y los rangos especificos para las
betacianinas mas relevantes. EI volumen de inyeccion fue de 0,5 mL, con un flujo de eluentes de
1 mL/min. Se programd con una temperatura de horno de 30°C, la gradiente de elucién fue
isocratica 100% de A durante los primeros 5 minutos, seguido de 10% de B a los 20 minutos, 13%
de B a los 40 minutos, 20% de B a los 45 minutos y 100% de B a los 50 minutos.
4.4.2.2 Cuantificacion de betalainas totales mediante espectrofotometria

La cuantificacién de la concentracion de betalainas totales por espectrofotometria se
realizaron de acuerdo a lo mencionado por Schweiggert et al. 2009 luego de tomar muestras
directas del jugo. Se utiliz6 un espectrofotdmetro Jasco V-630 (Schweiggert et al. 2009). Se utilizé
un valor de absorcion de Amax = 536 nm corregido a 600 nm y un coeficiente de extincion molar
de &= 60,000 L mol** cm™.

4.4.3 Determinacion del pH

Setomé una muestra de la bebida a temperatura ambiente y sin laadicion de agua se realizo
la medicion siguiendo el procedimiento del CITA (2016a) “P-SA-MQ-012” basado en el método
nimero 981.12 de la AOAC (2005).

4.4.4 Determinacion de color

Se determind el color en cada punto de muestreo (dia 0, 7, 14 y 23) del jugo de pitahaya
con inulinay el jugo control colocando 10 mL en el HunterLab Color Flex 450 con una iluminacién
primaria D65/10, secundaria F02/10 y terciaria C/10, con un modo de reflectancia y un area de
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medicion de 1,250 pulgadas (Hunterlab, 2018).

4.4.5 Determinacion de solidos solubles

Se determind la concentracion de sélidos solubles expresada como °Brix, en cada punto de
muestreo (dia 0, 7, 14 y 23) del jugo de pitahaya con inulina 'y el jugo control. Lo anterior siguiendo
el procedimiento del CITA (2015) “P-SA-MQ -046” basado en el método nimero 932.12 de la
AOAC (2012).

4.5 Disefio experimental y analisis estadistico

4.5.1 Objetivo 1: Evaluacion de la sobrevivencia de dos microorganismos probioticos
seleccionados en un jugo de pitahaya a traves del tiempo de almacenamiento

4.5.1.1 Disefio experimental

Se realiz6 un disefio irrestricto aleatorio con un factor de dos niveles que corresponde a
cada probidtico y otro factor que corresponde al tiempo de muestreo durante el almacenamiento a
5 °C del jugo inoculado. El tiempo de muestreo para L. rhamnosus LGG® fue alos 0, 7, 14y 23
dias y para L. casei 431® fue 0, 2 ,5,7 y 9 dias. Se trabaj6 con un Unico lote de jugo de pitahaya

aplicando los tratamientos por triplicado. El tiempo se analizé como un factor continuo.
4.5.1.2 Anélisis estadistico

Para determinar si existian diferencias significativas entre las poblaciones iniciales de los dos
probidticos utilizados se realizd una prueba t-student por medio del complemento de Excel
XLSTAT y con un nivel de significancia del 5 %. De igual forma por medio de una prueba t-
student se determing si existian diferencias significativas entre las poblaciones finales de los dos
probidticos. Las concentraciones de cada probiotico obtenidas a través del tiempo se analizaron
por medio de un modelo logistico de tercer orden para L. rhamnosus LGG® y de cuarto orden para
L. casei 431.

Utilizando una prediccidn inversa se calculd el tiempo en el que la poblacién alcanzé los 9
logaritmos para cada jugo inoculado. Se realizd una prueba t-student para determinar si existia
diferencia significativa en los tiempos determinados en la prediccion inversa por medio del

complemento de Excel XLSTAT y con un nivel de significancia del 5 %.
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4.5.2 Objetivo 2: Evaluacion el efecto de la adicion de inulina en la sobrevivencia del
microorganismo probiotico que mejor se adapto en jugo de pitahaya a través del tiempo.

4.5.2.1 Diserio experimental

Se eligio el probidtico cuya tasa de decrecimiento fue menor y realizé un disefio irrestricto
aleatorio de dos factores. El primer factor de dos niveles que corresponde al jugo inoculado con el
probidtico y con la adicion de 6,25 mg/mL de inulina Orafti® de cadena corta y al control (jugo
inoculado sin adicion de inulina); el otro factor corresponde al tiempo de muestreo durante el
almacenamiento a 5 °C de ambos jugos inoculados. Los tiempos de muestreo fueron los dias 0, 14
y 23. La cantidad de inulina adicionada fue determinada de acuerdo a lo indicado por la casa
proveedora, siendo 6,25 mg/mL la cantidad que debe contener una porcion del producto para

declarar que contribuye a alcanzar el beneficio relacionado (BENEO, 2019).

Se realiz6 una evaluacion del perfil fisicoquimico del jugo durante el almacenamiento en
los dias 0, 7, 14 y 23. Se determing el contenido el pH, contenido de sélidos solubles y el color por
medio de la diferencia de color (AE*) usando L*, a* y b*. Para esto se utilizo el equipo HunterLab

Color Flex 450. La diferencia de color (AE*) fue determinada por medio de la siguiendo Ecuacién

1)
AE* = [(AL*)? + (Aa*)? + (Ab*)Z]zl (1)

e AL* Aa*y Ab*: diferencia de color entre dia 0y 23.

Para determinar la diferencia de color durante los tiempos de muestreo analizados se utilizo la

Ecuacion (2)

AE* = [(L = LY+ (@ = )2+ (b = bt*)Z]i 2)

e Subindice 0: muestras inoculadas en el dia 0

e t: muestras de jugo inoculadas en los dias 7, 14 y 23.

Aunado a lo anterior, se determind el valor hue (h°) y Croma (C) por medio de L*, a*y b*y a

través de las Ecuaciones (3) y (4) presentadas a continuacion:
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b*
he®=tan—-1 (—f) 3)

a
C* — (a*Z + b*Z)l/Z (4)
4.5.2.2 Andlisis estadistico

Se aplico una regresion lineal simple para determinar si existian diferencias significativas
en la tasa de decrecimiento de la poblacion entre la inoculacion con inulina y el control. Se rigid

bajo la ecuacion 5:
log (poblacion) = a + b * tiempo  (3)

a: intercepto

b:pendiente

Por medio de la prueba t-student se compard las pendientes de ambos jugos inoculados. Lo
anterior por medio del complemento de Excel XLSTAT y con un nivel de significancia del 5%.
Para determinar si existia diferencias significativas entre el perfil fisicoquimico (pH, so6lidos
solubles y color) se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) con un 5% de significancia por

medio del complemento de Excel XLSTAT.

4.5.3 Objetivo 3: Cuantificacion del contenido de betalainas en un jugo de pitahaya inoculado
con los probidticos comerciales durante su almacenamiento en refrigeracion para determinar la
estabilidad de estos compuestos bioactivos.

4.5.3.1 Disefio experimental

Se utilizd un disefio unifactorial, con niveles que corresponden al tiempo de
almacenamiento de las bebidas, para el primer objetivo especifico, para cada probi6tico con su
respectivo control (jugo sin inocular) y los muestreos en la ejecucion del segundo objetivo (dias 0,
14 y 23) para jugo inoculado con inulina y su respectivo control. En cada uno de los puntos de

muestreo de ambos experimentos, se cuantifico la concentracion de betalainas totales y especificas.
4.5.3.2 Anélisis estadistico

Se realizd un analisis de varianza (ANDEVA) para determinar si existia diferencias
significativas en el contenido de betalainas totales y de las principales betalainas presentes durante
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los tiempos de almacenamiento para el objetivo 1 y el objetivo 2. Lo anterior con un 5% de

significancia por medio del complemento de Excel XLSTAT.

5. Resultados y discusion

Objetivo 1: “Evaluar la sobrevivencia de dos microorganismos probioticos seleccionados en un
jugo de pitahaya a través del tiempo de almacenamiento”.

De acuerdo con la literatura, el jugo de pitahaya presenta un pH entre 5,00-5,50 y un
contenido de sélidos solubles de 13 °Brix (Muhialdin et al., 2020; Jiang et al., 2020). Sin embargo,
el jugo de pitahaya utilizado en el andlisis de la sobrevivencia de L. rhamnosus LGG® y L. casei
431 present6 un pH natural de 3,78 £ 0,04 y un contenido de solidos solubles de 11 °Brix. Cabe
destacar que la caracterizacion fisicoquimica de pH y solidos solubles en el jugo de pitahaya va a
depender de diversos factores como maduracion del fruto, disponibilidad de nutrientes durante el

cultivo, localizacion del cultivo, clima, entre otros (Jalgaonkar et al., 2020).

La importancia de determinar el valor del pH y los s6lidos solubles en el jugo de pitahaya
a evaluar recae en el posible efecto de estos pardmetros sobre la sobrevivencia de los
microorganismos probio6ticos. Como se puede observar en la figura 2, se realiz6 un estudio de
almacenamiento a 5 °C a través del tiempo hasta que los probidticos alcanzaran la concentracion
minima de 9 log UFC/mL requerida para obtener beneficios en la salud proveniente de alimentos
con probidticos segun el CODEX Alimentarius (CODEX, 2018). Para poder realizar un estudio
homogéneo se inocularon ambos probiodticos a una concentracion inicial de 11 UFC/mL en
muestras independientes. Al analizar estadisticamente esta concentracion inicial con una prueba t-

student no se encontraron diferencias significativas (P > 0,05).
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Figura 2. Cinética de sobrevivencia de L. rhamnosus LGG® y L. casei 431 en jugo de pitahaya

almacenado a 5 °C durante el tiempo con un n=3.

L. rhamnosus LGG® alcanzd la concentracion de 9 UFC/mL a los 7,95 dias; mientras que,
L. casei 431 a los 0,37 dias ya se encontraba en una concentracion de 9 log (UFC/mL). Al realizar
el andlisis estadistico utilizando la prueba t-student se reflejaron diferencias significativas con un
(P < 0,0001) para la media de los dias en los cuales los probidticos se encontraban en el limite
indicado en el CODEX (CODEX, 2018). Ademas, estudios indican que los beneficios relacionados
alasalud en el caso de L. rhamnosus LGG® se cumplen al estar el probio6tico en una concentracién
superior a los 9 log (UFC/mL) (Segers & Lebeer, 2014). Lo anterior indica que L. rhamnosus

LGG® presentd una mejor viabilidad al medio que L. casei 431.

A nivel comercial L. casei ha sido utilizada en bebidas de pifia con una sobrevivencia de
hasta 42 dias en almacenamiento (Lillo-Pérez et al., 2021). Ademas, estudios demuestran que este
probiotico es capaz de sobrevivir hasta 13 dias a una temperatura de almacenamiento entre 4 — 7
°C en una bebida fermentada de calabaza con un pH inicial de 6,5 y un contenido de sélidos
solubles de 10 °Brix (Dimitrovski et al., 2021). Mientras que, en una bebida fermentada de
zanahoria logré mantener una concentracion de 8 a 10 log (UFC/mL) por hasta 6 semanas de
almacenamiento a 5 = 1 °C con un pH de 5 y un contenido de sélidos solubles de 12 °Brix (Alwis

etal., 2016). En jugo de remolacha fermentado, con un pH inicial de 5,60 L. casei 431 se mantuvo
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en una concentracion de 6 a 8 log (UFC/mL) por cuatro semanas de almacenamiento a 5 °C
(Gamage et al., 2016). Lo anterior indica que el valor del pH ligeramente &cido del jugo de pitahaya

pudo ser una variable negativa en la sobrevivencia de L. casei 431, entre otros factores.

Otra variable que interviene en la sobrevivencia de L. casei 431 es la composicion de la
matriz donde es inoculada. Por ejemplo, en el caso del jugo de zanahoria, la presencia de
fructooligosacéridos e inulina como fuente de prebidticos, asi como a la adicion de sacarosa
permiten que L. casei 431 metabolice y fermente estos carbohidratos para la obtencién de &cido
lactico (Alwis et al., 2016). Se ha demostrado que la adicion de fructosa, sacarosa y glucosa

aumentan el efecto de los prebidticos (Alwis et al., 2016; Verona-Ruiz et al., 2020).

Para mejorar la sobrevivencia de L. casei 431 se recomienda combinar las bebidas de frutas
con banano, esto por el alto contenido de oligosacaridos, inulina, oligofructosa, vitaminas y
minerales. Tal como se demuestra en un estudio donde la sobrevivencia del probiotico se vio
significativamente mejorada al utilizar un 7% de puré de banano en jugo de manzana (Mahdavi et
al., 2018). Si bien no todas las bebidas de frutas se pueden combinar con puré de banano debido a
parametros sensoriales, la microencapsulacion puede ser la solucion para mejorar la sobrevivencia
de L. casei 431 ya que podria brindar una proteccion en la matriz donde se encuentre (How & Pui,
2021).

La razon de la mejor viabilidad de L. rhamnosus LGG® puede estar relacionada a que
distintos aislamientos de BAL que se agrupan en el género Lacticaseibacillus (Zheng et al., 2020)
presentan una resistencia al pH a valores que se encuentran entre 3,70 - 4,30 (Tripathi & Giri,
2014). Asi lo demuestran estudios como el realizado al fermentar L. rhamnosus LGG® con jugo
de naranja fortificado con la planta ortiga, donde con un pH inicial fue de 3,68 £0,10 L. rhamnosus
LGG® estuvo por encima de los 6 UFC/mL por un tiempo de 28 dias y a una temperatura de
almacenamiento muy similar a la del presente estudio, 4 °C (Sengun et al., 2020).Asi mismo,
pruebas in vivo han demostrado la presencia de 7,1 UFC/mL de L. rhamnosus LGG®en heces de
humanos luego de 28 dias de consumir una bebida de pifia y palmera de Jaussara inoculada con
este probidtico, demostrando no solo la sobrevivencia del mismo en el jugo sino también su

capacidad para sobrevivir en el tracto gastrointestinal (de Almeida et al., 2019).
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Al igual que en el caso de L. casei 431, el pH no es la Unica variable que afecta la
sobrevivencia de L. rhamnosus LGG® en el medio. Las frutas utilizadas en la bebida deben tener
presente fibra en su composicion, ya que, la fibra soluble funciona como sustrato para el probidtico.
mientras que la insoluble puede tener un efecto protector durante el paso por el tracto
gastrointestinal (Ray & Dasgupta, 2014). Al evaluar la sobrevivencia a travées del tiempo y la
capacidad de sobrevivir a pH &cido de 3,78 + 0,04 del jugo de pitahaya se selecciond al probidtico
L. rhamnosus LGG® para evaluar el efecto de la adiccion de fibra soluble, en este caso, inulina,
sobre la sobrevivencia de L. rhamnosus LGG® durante el almacenamiento a 5 °C en el desarrollo

del objetivo 2.

Objetivo 2: “Evaluar el efecto de la adicion de inulina en la sobrevivencia del microorganismo
probidtico que mejor se adaptd en jugo de pitahaya a través del tiempo.”

La figura 3 presenta el comportamiento de la muestra control de jugo de pitahaya con L.
rhamnosus LGG® versus la muestra a analizar de jugo de pitahaya inoculada con L. rhamnosus
LGG® y con la adicion de inulina durante 23 dias de almacenamiento A 5 °C. Pese a que la
literatura indica que la presencia de inulina tiene un efecto prebidtico sobre L. rhamnosus LGG®
(Figueroa-Gonzalez et al., 2005), al realizar una regresion lineal simple no se observé que las
pendientes fueran significativamente diferentes, lo anterior con un (P = 0,62). Cabe destacar que
la cantidad de inulina adicionada fue de 6,25 mg/mL, siendo esta la cantidad indicada por el

proveedor como méaxima para obtener beneficios en la salud en una porcion de 200 mL.
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Figura 3. Poblacion de L. rhamnosus LGG® en jugo de pitahaya con y sin inulina (control)

almacenado a 5 °C durante 23 dias con un n=3.
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No en todas las ocasiones que se ha adicionado un prebiotico a una bebida frutal probiotica
se han tenido buenos resultados. En el 2019, Nguyen et al., se utilizé una inulina de cadena corta
al igual que en el presente estudio y al comparar la viabilidad de L. acidophilus La5, L. plantarum
299V y B. lactis Bb12 en un jugo de pifia fermentado con la adicion de fructooligosacarido como
prebiodtico no se observo una mejoria en la sobrevivencia durante el almacenamiento (Nguyen et
al., 2019). Asi mismo, la mejoria en la sobrevivencia del probiotico puede verse afectada por otros
ingredientes utilizados, no solo un prebiodtico. Un estudio analizé la influencia de inulina y de
Stevia sobre la sobrevivencia de L. rhamnosus TCC 7469 en jugo de guayaba fermentado y no
fermentado, en donde la inulina no tuvo efecto significativo en estos jugos, mientras que la estevia
aumento la supervivencia en condiciones gastrointestinales en una tasa del 80% de jugo
fermentado y de 182% en jugo no fermentado (Andrade et al., 2019). Cabe destacar que los
oligosacéridos presentes en la pitahaya pueden estar cumpliendo la funcién prebidtica para L.
rhamnosus LGG® (Verona-Ruiz et al., 2020) donde la diferencia radica en que los oligosacéridos
presentan cadenas medianas de azUcares mientras que los fructanos como la inulina utilizada son
de cadena corta (BENEO, 2019).

Adicionalmente, se analizd el perfil fisicoquimico del jugo control sin inulina y del jugo
inoculado con L. rhamnosus LGG® y con la adicién de inulina. Los resultados obtenidos en la
determinacion del pH y de sélidos solubles durante los dias de almacenamiento se muestran en el

cuadro Il.
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Cuadro I1. Caracteristicas fisicoquimicas de pH y solidos solubles del jugo de pitahaya con inulina
y el control (sin inulina) inoculados con el probidtico L. rhamnosus LGG® durante el

almacenamiento a 5 °C.

Caracteristicas fisicoquimicas
Dia de pH Solidos solubles (°Brix)

almacenamiento

Jugo + LGG + Jugo + LGG Jugo+ LGG +  Jugo + LGG

inulina inulina
0 3,72+0,08 3,71+0,08 11,7+0,6 11,3+0,5
7 3,73+0,08 3,7+0,1 11,6+0,6 11,3+0,5
14 3,7+0,1 3,7+0,2 11,8+0,7 11,5+0,4
23 3,7+0,1 3,7+0,1 11,7+0,5 11,0+0,0

Resultados indican un promedio y una desviacion estandar () para un n=3.

Al realizar un andlisis de varianza se determind no se identificaron diferencias
significativas en el pH y solidos solubles de la muestra control y la muestra con inulina durante
los 23 dias de almacenamiento, lo anterior con un nivel de significancia de 5%. Sin embargo, se
ha demostrado que la adicion de cepas de BAL como lo es Lactobacillus plantarum ATCC 8014
en una bebida fermentada de sandia con y sin adicion de inulina presenta una disminucion del pH
y un incremento de los sélidos solubles (Amanda & Choo, 2018). De acuerdocon de Oliveira et al.,
la disminucién del pH es esperada en una bebida fermentada debido a la accién fermentativa de
los probidticos en el medio; sin embargo, un pH muy bajo puede afectar labebida a nivel sensorial
(de Oliveira et al., 2021), por lo que los resultados obtenidos pueden ser positivos en futuras
investigaciones al realizar la formulacién de la bebida de jugo de pitahaya. Por otra parte, los
solidos solubles pueden aumentar al adicionar inulina en comparacion a la muestra control y a su
vez, tanto en la muestra control como en la que presenta inulina los sélidossolubles pueden
disminuir a través del tiempo debido a la utilizacion de los mismos por parte de las BAL durante

sus actividades metabolicas (Tayo & Akpeji, 2016).

El color fue analizado como diferencia de color total (AE), la cual hace referencia a la suma
de las diferencias en todas las medidas de color (L*, a*, b*). Lo anterior a través del tiempo en la

muestra control y en la muestra con adicion de inulina tal y como se muestra en el cuadro I11. Al
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realizar un analisis de varianza de ambas muestras durante los 23 dias de almacenamiento no se

encontraron diferencias significativas con un nivel de significancia de 5%.

Cuadro I11. Color del jugo de pitahaya con inulina y el control (sin inulina) inoculados con el

probidtico L. rhamnosus LGG® durante el almacenamiento a 5 °C.

Color
Dia L (C) Hue Croma AE*
Jugo + Jugo + Jugo + Jugo + Jugo+ | Jugo +
LGG + LGG LGG + LGG LGG + LGG
inulina inulina inulina
0 13,7+0,9 14+1 12,7+0,1 | 12,6%0,1 3612 3612 -
7 13,5+0,9 | 13,3+0,9 | 13,24#0,2 | 13,2+0,3 35+2 35+2 2+1
14 13+1 13,1£0,9 | 13,4+0,2 | 13,6%0,3 35+2 3412 | 2,4+0,7
23 13,0+0,7 1311 13,840,2 | 13,8+0,2 35+2 35+2 | 2,6£0,6

Resultados indican un promedio y una desviacion estandar () para un n=3.

La importancia de determinar si existe cambio en el color del jugo de pitahaya al adicionar
el probidtico y la inulina recae en la asociacion perceptual del caracteristico color rojizo en la
pitahaya, el cual inclusive es utilizado como un colorante natural (Jalgaonkar et al., 2020). La
variacién de color va a depender tanto de la matriz en la que se adicione el probidtico como por el
probidtico adicionado, se ha demostrado que la presencia de L. rhamnosus LGG® en una bebida
de mango y zanahoria no tuvo una influencia significativa en las medidas de color L*, a*, b* (de
Oliveiraet al., 2021).

Debido a que el objetivo de este proyecto no fue la formulacion final de una bebida
probiotica a base de jugo de pitahaya, no se evalud el perfil sensorial; sin embargo, para posteriores
investigaciones se debe valorar si la inoculacion de L. rhamnosus LGG® puede tener algun efecto

significativo en el sabor del jugo de pitahaya.
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Objetivo 3: “Cuantificacion del contenido de betalainas en un jugo de pitahaya inoculado con los
probiodticos comerciales durante su almacenamiento en refrigeracion para determinar la
estabilidad de estos compuestos bioactivos.”

Durante el desarrollo de los objetivos anteriores se analizd el contenido de betalainas
totales y betalainas principales utilizando espectrofotometria y HPLC, respectivamente. En el
cuadro IV se observan los resultados obtenidos durante el objetivo 1. Se realizaron 3 muestras:
jugo de pitahaya sin inoculo de probidtico, el cual se tomd como muestra control, jugo de pitahaya
con la inoculacién de L. rhamnosus LGG® y jugo de pitahaya con la inoculacion de L. casei 431.
Mientras que en el cuadro V se muestran los resultados obtenidos durante el desarrollo del objetivo
2, en este caso la muestra control correspondié al jugo de pitahaya con la inoculacion de L.

rhamnosus LGG®, mientras que la otra muestra ademas contenia inulina.
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Cuadro 1V. Contenido de betalainas en jugo de pitahaya inoculado con los probidticos L.

rhamnosus LGG ®, L. casei 431 y control (jugo de pitahaya sin inocular) durante el

almacenamiento a 5°C.

Dia Tratamiento Parametro
Betalainas Betanina Isobetanina Filocactina Butirilbetanina  Hilocerenina
totales (ug/mL)

0 Control 33,75%0,01 13+3 6,6+0,6 9+2 1,2+0,4 7+1
L. casei 431 26,580+0,008 10,3+0,2 4+1 8,410,2 1,0£0,1 5,6+0,3
LGG 31,21+0,01 11+2 4,8+0,8 9+1 1,16+0,01 6,6+0,9

2 Control 34,210+0,001 13+1 6,7+0,3 9,5+0,4 1,14+0,05 6,4+0,3
L. casei 431 26,63+0,02 10,2+0,7 4,3+0,4 8+1 0,940,2 5,5%0,8
LGG NA* NA NA NA NA NA

5 Control 32,32+0,004 12+1 6,3+0,3 9,0+0,4 1,0+0,1 5,7+0,4
L.casei 431  26,07£0,002 11,0+0,8 4,510,2 612 0,97+0,07 o+l
LGG NA NA NA NA NA NA

7 Control 30,75%0,01 11+3 6,0+0,2 8+2 1,2+0,2 7+1
L. casei 431  26,57+0,005 10+1 5,2+0,4 542 1,16+0,09 6,7+0,6
LGG 32,61+0,01 12+2 5,2+0,5 9,6+0,4 1,23+0,05 6,9+0,5

9  Control 30,09+0,002 11+3 5,9+0,5 8+2 1,0£0,1 5,5+0,7
L. casei 431  26,19+0,003 11+2 4,4+0,5 712 1,49+0,08 4,9+0,9
LGG NA NA NA NA NA NA

14 Control 30,21+0,002 13+3 4,61+0,4 8+1 1,12+0,009 6,7+0,8
L. casei 431 NA NA NA NA NA NA
LGG 31,49+0,01 13+1 4,2+0,5 9,8+0,4 1,27+0,01 5,4+0,5

23  Control 28,910+0,003 11,6+0,5 4,610,3 7+1 0,91+0,05 5,0+0,6
L. casei 431 NA NA NA NA NA NA
LGG 27,250+0,0001 7+1 5,3+0,5 9,8+0,4 1,21+0,01 7,0£0,05

*NA: no aplica el resultado en punto de muestreo. Resultados indican un promedio y una desviacion
estandar () para un n=3.
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Cuadro V. Contenido de las betalainas totales y las principales del jugo de pitahaya con inulina'y
el control (sin inulina) inoculados con el probidtico L. rhamnosus LGG® durante el

almacenamiento a 5 °C.

Contenido de Tratamiento Dia de almacenamiento
betalaina (ug/mL) 0 7 23
Contenido total de Jugo + LGG + 30,62+0,08 24,11+0,08  26,75+0,08
betalainas inulina
Jugo + LGG 3146 23,88+0,08 27+7
Jugo + LGG + 5,5+0,7 4,2+0,6 4,3+0,5
Betanina inulina
Jugo + LGG 6,2+0,4 5+1 5+1
Jugo + LGG + 5,0+0,8 4,0+0,3 4,0+0,3
Isobetanina inulina
Jugo + LGG 5,1+0,6 4,1+0,3 4,2+0,3
Jugo + LGG + 14+6 12+6 11+6
Filocactina inulina
Jugo + LGG 14+6 11+6 11+6
Jugo + LGG + 1,2+0,4 0,9+0,4 0,8+0,4
Butirilbetanina inulina
Jugo + LGG 1,329+0,001  0,992+0,001 0,9320+0,004
Jugo + LGG + 8+1 6,4+0,6 6,4+0,6
Hilocerenina inulina
Jugo + LGG 8+1 6,4+0,6 6,4+0,6

Resultados indican un promedio y desviacion estandar () para un n=3.

Las betalainas identificadas en los cuadros 1V y V fueron cuantificadas por medio del area
bajo la curva de los picos obtenidos en el cromatograma de HPLC utilizando una longitud de onda
de 536 nm y determinando su concentracién en ug/mL. La concentracion total fue obtenida por
espectrofotometria donde se toma en cuenta la absorbancia, el coeficiente de extincion molar, y el
peso molecular de la betanina (Castellanos-Santiago & Yahia, 2008). Los picos principales fueron
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comparados con los encontrados en la literatura, confirmando que los mismos correspondian a

betanina, isobetanina, filocactina, butirilbetanina e hilocerenina (Stintzing et al., 2002).

Para el cuadro IV, el mayor contenido de betalainas lo presenta la muestra control, seguido
de la muestra con L. rhamnosus LGG® y por tltimo la muestra con L. casei 431. Ademas, durante
los puntos de muestreo a través del tiempo se observo una leve disminucion del contenido de
betalainas en la mayoria de los puntos y las muestras. Se realizé un ANDEVA y se determind que
no existen diferencias significativas en el contenido de las betalinas totales ni en el contenido de
betanina, isobetanina, filocactina, butirilbetanina e hilocerenina con respecto a la muestra control

y a las muestras inoculadas con probio6ticos, lo anterior con un 5% de significancia.

Con respecto a los resultados obtenidos en el cuadro V, no se logra ver una tendencia al
comparar los resultados de la muestra control con la muestra que se le adiciond inulina, al realizar
un ANDEVA no se identificaron diferencias significativas en el contenido de betalainas totales ni
en el contenido de betanina, isobetanina, filocactina, butirilbetanina e hilocerenina con respecto a

la muestra control y a la muestra con adicion de inulina, lo anterior con un 5% de significancia.

Se sabe que la proporcion de betacianinas y betaxantinas presentes en la pitahaya influyen
drasticamente en el color del fruto, por ejemplo, en el caso de la pitahaya con pigmentacion rojo-
violeta, como la utilizada en esta investigacion, se realiz6 un analisis en las betacianinas ya que se
presentan en mayor cantidad que las betaxantinas (Stintzing et al., 2005). Lo anterior concuerda
con los resultados obtenidos ya que las betalainas presentes en mayor cantidad corresponden a las
betacianinas. Ademas, se ha encontrado que para H. polyrhizus las betaninas y las filocactinas se
encuentran en una mayor proporcién, lo anterior concuerda con los resultados del objetivo 1; sin
embargo, en el objetivo 2 la hilocerenina se encuentra presente en mayor proporcion que la
betanina. Importante destacar que la proporcién de betalainas puede variar de acuerdo con muchos
factores; por ejemplo, degradacion y especies (Garcia-Cruz et al., 2017).

La importancia de evaluar la degradacion de las betelainas durante el almacenamiento yace
en la inestabilidad de las mismas a factores como: actividad del agua, pH, concentracion de
oxigeno, exposicion a altas temperaturas y exposicion a la luz; siendo la exposiciénalaluzyala
temperatura los principales factores que podrian causar degradacion en el desarrollo de una bebida

probidtica de jugo de pitahaya (Vergara Hinostroza, 2013). Ademas, en este proyecto fue de
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relevancia analizar si la adicion de probidticos e inulina generarian un efecto negativo o positivo

en las betalainas.

Se ha demostrado que bajo condiciones de ausencia de luz existe una mayor estabilidad de
las betalainas (Sanchez & Bernabé, 2010). Durante esta investigacion, el jugo fue almacenado en
tubos de ensayo de vidrio con el fin de que estuvieran expuestos a la luz y de esta forma poder
semejar condiciones reales del mercado, ya que uno de los mayores atractivos de esta fruta es su
color, por ende, el desarrollo de una bebida de pitahaya podria contemplar comercializarse en un
envase de vidrio que lo exponga a la luz. Sin embargo, en esta investigacion no se presentd una
variacion del color por degradacion de las betalainas expuestas a la luz. En caso de presentarla,
existen estudios que demuestran que la adicion de sustancias como el &cido citrico o &cido
ascorbico puede aumentar la estabilidad de las betalainas ademas de un almacenamiento a
temperaturas de 5 °C (Flores-Mancha et al., 2019; Hernandez & Salazar, 2017).

Por otro lado, al realizar pruebas preliminares al inicio de esta investigacion se determin6
por medio de espectrofotometria y HPLC que el tratamiento térmico aplicado al jugo de pitahaya
no tuvo un efecto significativo en la concentracion de betalainas; sin embargo, de acuerdo la
literatura, temperaturas de 50 °C podrian tener un impacto significativo en la disminucion del
contenido de betalainas (Sanchez-Chéavez et al., 2015). Es por esto, que al desarrollar un producto
con betalainas se debe analizar el efecto de los tratamientos térmicos en su estabilidad. Tal es el
caso de una investigacion la cual realiz6 un tratamiento térmico a 63 °C por 30 minutos en yogurt
de pitahaya el cual determin6 que estas temperaturas no tuvieron un efecto significativo en la
concentracion final de betalainas (Hernandez & Salazar, 2017). Ademas, luego de la
pasteurizacion se obtiene una mayor retencion de las betacianinas en temperaturas de refrigeracion

5 °C comparado a temperaturas ambiente 25 °C (Ramirez et al., 2018).

La adicion de probidticos al jugo de pitahaya pudo provocar una disminucién en el
contenido de betalainas ya que su presencia pudo haber causado una disminucion en el pH y al
exponerse a pH menor a 3,0 las betalainas se degradan perdiendo su color (Flores-Mancha et al.,
2019). A nivel experimental el pH se mantuvo constante luego de la adicion de los probidticos y
el contenido de betalainas no se afecto significativamente. Aunado a la adicion de probioticos, no
se encontré en la literatura algun efecto en la degradacion de las betalainas ocasionado por

prebidticos como la inulina, por lo contrario, la inulina ha sido utilizada como agente encapsulante
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para betalainas obtenidas de remolacha y de esta forma evitar la degradacion de las mismas

aumentando su estabilidad (Flores-Mancha et al., 2019).

Los resultados obtenidos arrojan descubrimientos positivos para el futuro desarrollo de una
bebida probiotica de jugo de pitahaya, ya que el no existir una degradacion del contenido de
betalainas se encuentra un beneficio tanto comercial como funcional. A nivel comercial, el color
rojizo que proporcionan las betalainas es un gran atractivo para el consumidor, por lo que es
posible comercializarlo en un recipiente de vidrio que permita mostrar el atrayente color sin que
el mismo se degradade durante su vida util. Por otro lado, la adicion de probidticos y prebidticos
como la inulina no comprometen las propiedades funcionales presentes en el jugo de pitahaya,
otorgadas principalmente por la capacidad antioxidante de las betalainas (Gengatharan et al.,
2015).

6. Conclusiones

La especie L. rhamnosus LGG® presentd una mejor viabilidad a las condiciones de pH del jugo
de pitahaya de 3,78 £ 0,04, logrando mantenerse por encima de 9 UFC/mL por 7,95 dias mientras
que L. casei 431, solo se mantuvo por 0,37 dias. El uso de un prebidtico, en este caso inulina, en
jugo de pitahaya inoculado con L. rhamnosus LGG® no tuvo un efecto significativo en la
concentracion del probiotico durante el tiempo de almacenamiento a 5 °C. Por otro lado, el
contenido de betalainas totales y betalainas especificas medidos por espectrofotometria y HPLC
respectivamente no se vieron afectados significativamente durante el tiempo de almacenamiento
para ninguno de los dos probi6ticos, ni al adicionar inulina lo cual indica un aspecto positivo para
una potencial bebida probi6tica. De igual forma, el pH, contenido de sélidos solubles y el color no
se vio afectado significativamente a lo largo del tiempo durante el analisis de la muestra control
de jugo de pitahaya inoculado con L. rhamnosus LGG® ni de la muestra con adicién de inulina

logrando mantener las caracteristicas fisicoquimicas estables.

7. Recomendaciones

Realizar una formulacion de una bebida de jugo de pitahaya y analizar si la adicion de otros
ingredientes tiene un efecto positivo en la sobrevivencia de L. rhamnosus LGG®. Ademas, si la
adicion de este probi6tico tiene un efecto en el perfil sensorial. Para lo anterior se debe realizar un
estudio de vida util de una bebida de jugo de pitahaya inoculada con L. rhamnosus LGG®. Es
ideal estudiar el efecto de otros prebidticos diferentes a la inulina, principalmente de cadena

41



mediana o larga, en el jugo de pitahaya inoculado con L. rhamnosus LGG® a través del tiempo.
Para determinar la viabilidad de L. casei 431® se recomienda estudiar el efecto de la adicion de

prebidticos tal y como se realiz6 con L. rhamnosus LGG®.
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9. Anexos

Figura 4. Inversion en caliente del jugo de pitahaya durante tratamiento térmico.
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Figura 5. Recuento de las diluciones 10#y 10 de L. rhamnosus LGG® en el dia 14 de la

segunda repeticion del objetivo 2.
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Figura 6. Microfiltracion del jugo de pitahaya con filtro de 0,2 pum en viales para andlisis de
betalainas en HPLC.
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